DEUTSCHE DEMOKRATiSCHE REPUBLIK 



PATE NTSCH RIFT 

ii 9 ) DD no 265 164 A1 



« 




(12) Wirtschaftspatent 



Ertellt gemSB i 17 AbssU 1 Patentgesetz 



4(61) 



C 12 N 16/00 
C 12 N 9/00 



AMT FOR ERFINDUNGS- UNO PATENTWESEN In der vom Anmelder eingereichten Fassung veroffentlicht 



(71) Akademie der Wissenschaften der DDR, Otto-Nuschke-StraBe 22-23, Berlin, 1080, DD 

(72) Muller, Andreas, Dr. habil.; Hofemeister, Jurgen, Dr. rer. nat., DD 



(54) Verfahren zur Herstellung proteinogener Wirkatoffe 



(65) Enzym, Pflanzen, Feldbau, Gentechnik 

(57) Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren zur Herstellung proteinogener Wirkatoffe. Die Eriindung betrifft ein 
Verfahren, mit dem vor allem Enzyme in groBem Umfang und ohne grofien Aufwand hergestellt warden konnen. 
Anstello von Mikroorganismen worden dabei Bis gentechnisch menipulierte Organismen einfach hdhere Pflanzen 
verwendet, die im Feldb8u vermehrbar sind. Dazu wird eine fur das entsprechende Enzym kodie: ende DNS Sequenz 
mit entsprechenden Promotoren gekoppelt und das so gebildete Gen in das Erbgut der Pflanzen integriert. Aus den 
regenerierten, vermehrten, angebauten und geerhteten Pflanzen wird das Enzym gewonnen, wobei alle die Proteine, 
die die Anwendung des Enzyms nicht storen, nicht entfernt werden mussen. Die Erfindung tst vor allem zur 
Herstellung von Chymosin geeignet. 
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Patentanspruche 

1 



Verfahren zurHerstellung proteinogener Wirkstoffe unter Verwendung gentechnisch manipulierter 
Organismen, dadurch gokennzelchnet, deB 

— eine klonierte DNS-Sequenz, die fur esnen proteinogenen Wirkstoff kodiert, mit solchen Kontroll- 
Sequenzen gekoppelt wird, die ihre Expression in hdheren Pflanzen gewahrleisten, 

— das so gebildete chimare Gen in das Erbgut von Pflanzenzellen integriert wird, 

— aus den transformierten Pflanzenzellen ganze Pflanzen regeneriert und diese vermehrt werden 
und 

— die proteinogenen Wirkstoffe aus den geernteten Pflanzen gewonnen werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1.dadurchgekennzelchnet,daBdieDNS-Sequenzfureinindustrielloder 
pharmazeutisch nutzbares Enzym kodiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da (J die DNS-Sequenz fur eine Protease 
kodiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet daB die DNS-Sequenz fur 
kalberspezifisches Pra-Prochymosin oder Prochymosin kodiert. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die DNS-Sequenz fur einen 
nichtenzymatischen Wirkstoff kodiert. 

Anwendungsgebiet der Erfindung 

Org^i'sme!! 9 Verfahren zur Her8,ellun U proteinogener Wirkstoffe unter Verwendung gentechnisch manipulierter 

Charakteristik des bekannten Standes der Teehnik 

Zur Produktion von industrlell oder medizinisch nutzbaren Enzymen und anderen proteinogenen Wirkstotfen (z.B. Hormonen) 
werden in zunehmendem MsBe gentechnisch manipulierte Mikroorganismen eingesetzt. Solche biotechnologischen 
hI?«J < TZ ? 6ind ,' n f bosondora dan " v <>n groBer wirtschaftlicher Bedeutung, wenn die Organismen. in denen der 

wenig gee gnet sind Beispielsweise wird das als Mllchgerlnnungsenzym fur die Keseinduatrie unentbehrliche Chymosin 
raditionell aus dem Labmagen geschlachteter Kalbor isollert und steht daher nur in bagrenaer Menge zur Verfugung. Ourch die 
)H X?? '"'Chymosin (tew. Prochymosin) kodierenden DNS-Sequenz in geeignete Mikroorganismen (Bafcterien. 
pctpS^ oeworden, Chymosin such biotechnologisch zu erzeugen. wie das unter anderem In der 

PCT.Patemanmeldung85003B2 beziehungsweise in den EP-Patentenmeldungen t33766 und 154361 vorgeschlegen worden ist. 
Die gentechnisch manipulierten Mikroorganismen werden In Fermentoren kultiviert und schddin das Prochymosin in die 
Kulturf ussigkeit aus, die danach zum Fertigprodukt des Enzympraperates aufgearbettet wird. Die Fermentortechnik ist aber 
?L, u teu * r ' h,n2U EfT* auBer <»<"". deB die zur Fermentation bendtigten Nfihrmedien in der Regel nlcht mit billigen 
Abfallprodulcten <z. B. Melasse) bereitet werden kdnnen. sondarn Kohlenhydrat- und Proteinquellen nutzen. die auch fur die 
menschliche Ernahmng geelgnet sind und dieser damit verlorengehen. 

di8 9 '° iC Ilf " C,,ar8 * ,e ' ,8,ik8 w « i8 « n ■•«* <"e tur gentechnisch manipulierten Biosynthese anderer proteinogener 

V0 1 90 'm ? fl . e "f" Ve e ahf8n 8Ufl Me b,8her o***™*™ derartigen Verfahren nutzen Mikroorganismen und erfordern 
dementsprechend relativ teure Fermentoren und Nihrmedlen. 



Ziel der Erfindung 



h? T„ 9 n m ' ^ d, T pP 62 ' 8 " 8 " de » Chymoslns hinaus Enzyme oder andere proteinogene Wirkstoffe. vor allem 
solche, die n groBen Mengen benoilgt werden, in einem einfachzu handhsbonden und wirtschaftlich gunstlgen Verfahren 
bereltzustellen. wobei im allgemelnen an deron Reinheit nur Anforderungen gestellt werden. wie sie fur ihre groBtechnische 
verwendung unabdingbar sind. 

Darlegung des Wesens der Erfindung 

Demzufolge hat sich die Erfindung die Aufgabe gestellt, proteinogene Wirkstoffe mit Hllfe gentechnischer verfinderter 
Organismen zu gewlnnen, ohne deB Fermentoren und teure NShrmedlen eingesetzt werden mOBten 

Ld?^",?^ 98l68t ' d8B °' ne Won,erto DN S-Sequenz, die fflr einen proteinogenen Wirkstoff 

lit !f ', « . o Kon,r o«-Sequenzen gekoppelt wird. die Ihre Expression In hdheren Pflanzen gewahrleisten, daB des ao 

Pflanzen regeneriert und dlese vermehrt werden und daB die Wlrkstoff-Praparate aus den geernteten Pflanzen gewonnen 

be splelswe se eine Proteese. Bosonders engepaBt Ist die Erfindung an die Felle, bel denen die DNS-Sequenz : (Or 

nThS^ 



) 
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Durch die Erfindung werden die Nachteife der bisher bokannten und verwendeten Herstellungsverfehren weltgehend 
vermieden. Der Anbau gentechnisch manipulierter Pflanzen wie beispielsweise von Tabak kann mit konventionellen 
landwirtscheftlichen Technlken erf olgen und erf ordert keine teuren Nfihrmedien. Als Ener giequolle f Or die biotooische Svnthese 
wird direkl das Sonnenlicht genutzt. 

Die erfindungsgem$Ben Verfahrensschritte konnen naturgemfiB in vielfaltiger Weise variiert warden, ohne daC der Bereich der 
Erfindung verlassen werden muBte, wie nachfolgend ausfGhrlich beschrieben wird. 

Es ist es fur die Erfindung gleichgGltig, auf welchem Wege die fur den gewOnschten Wirkstoff kodierende DNS-Sequenz isoliert 
und tdentif iziert wird. Es kdnnen so wo hi naturliche DNS-Sequenzen aus anderen Organiamen als auch gentechnisch vcranderte 
Oder synlhelische DNS-Sequenzen benutzt werden. Es ist auch nlcht ausgeschlossen, daG es sich urn eine pflanzliche ONS- 
Soquenz handelt, von der zur Erhdhung der Produktausbeute zusetzliche Kopien in das Genom der Pf lanze Integrlert werden Im 
speziellen Fall wird mit einem fur Prochymosin kodierenden cDNS-Klon gearbeitet, der aus der RNS des Kaibermscsrts 
gewonnen wurde. 

Urn die kodierende DNS-Sequenz in Pflanzenzellen exprimierbar zu machen, wird sie mit einem pflanzlichen Promotor, einer 
pflanzlichen Polyadenylierungssequenz und gegebenenfallszusdtzlichen, die Expression steigerndon Kontrollsequenzen 
gekoppelt. Der Promotor kann dabei konstitutiv oder regulierbar sem. Gut geeignet iet beispieisweise der Promotor des 
TR2'-Gens aus dem Tl-Plesmid von Agrobacterium tumefaciens. Dieser Promotor, der ein hohes konatitutives 
Expressionsniveau in Tabak und anderen hoheren Pflanzen bedingt, liegt in E. coli-Plasmiden kloniert vor und 1st bereits dazu 
benutzt worden, bakterielle Gene in hbhoren Pflanzen zu exprimleren/1, 2/. 

Bisher sind jedoch weder mit dem Promotor desTR 2'Gens noch mit anderen pflanzenspezifischen Promotore* solche chimfire 
Gene konstruiert worden, die fOr Prochymosin oder einen anderen industrtell nutzbaren Wirkstoff kodieren 
Wesentlich an der Erfindung ist, daG die Biosynthese des gewOnschten Wlrkstoffes in einer zum Feldanbau geeigneten hdheren 
Pf lanze erfolgt, sio ist also nrcht auf den besonders gunstigen Tabak — Nicotians tobacum — beschrfinkt. 
Auch die Methodon zum Transfer des Gens, zur Regeneration ganzer Pflanzen aus den transformierten Pflanzenzellen und zur 
Vermenrung der regenierlen Pflanzen sind bellebig. Nach dem gegenwartigen Kenntnisstand laSt sich das gewOnschte Fmebnis 
bei vielen dtkotylen Pflanzen oesonders gunstig durch agrobakterienvermittelten Gentransfer erreichen/2. 3, 4/ Dabei ist 
bedeutsam daBzur trhdhung der Produktausbeute auch mehrere Kopien des chimdren Gens In das Genom integriert werden 
konnen und daG ein erblich stabiler transgenischer Pflanzenstamm entsteht, der beliebig vermehrt werden kann. Im speziellen 
Fall wird so verfahren, daG bei einer grdBeren Anzahl transgenischer Tabakpflanzen t mmunologisch und/oder enzymologisch 
der Gehalt an Prochymosin bestimmt wird. Von den Pflanzen mil dem hdchsten Prochymoslngehalt werden dann durch 
Selbstbefruchtung Nachkommen gewonnen, die einer erneuten Selektion auf hone Prcchymosinproduktion unterworfen 
werden. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, die Kopienzahl durch Kreuzung zwischen unabhanglgen Transformanten oder durch 
erneuten Gentransfer noch weiter zu erhdhen. 

DasWirkstoffprflparat wird zweckmaBig durch Extraktion-etwaderTobakblatter-gewonnen.Methodenzurgrotttechnlschen 
Extraktgewinnung aus vegetativem Pf lanze nmaterial sind grundsatzlich bekannt. Es ist aber nicht euszuschlieGen, daft 
gelegentltch auf die Extraktion verztchtet und des getrocknete und zerkleinerte Pflanzenmaterial bereits als EnzymDraoaral 
genutzt werden kann. 1 K K 

Angesichts der Tatsache, daB sich die Erfindung wesentlich ouf eine Verknupfung von an sich bekannten und in anderem 
Zusammenhang bereits verwendeten Verfahrensschritten bezieht, deren fachgemaBe AusfQhrung im einzelnen keiner weiteren 
Erlauterung bedarf, kann auf die Darfegung eines Ausfuhrungsbeispleles verzichtet werden. 
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